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Moluscos bivalves, depuração, microbiologia 
 
A contaminação microbiológica de moluscos bivalves constitui uma das 
principais preocupações inerentes à segurança alimentar desta 
importante fonte de receitas para a economia portuguesa. Os bivalves 
capturados ou produzidos em zonas estuarinas ou lagunares devem 
passar por um processo de depuração, para redução dos níveis de 
contaminação microbiológica, antes da sua comercialização. Este 
trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de sistemas 
modulares de depuração, que apresentem vantagens em relação aos 
sistemas convencionais, tais como: baixos custos de operação, maior 
facilidade de controlo do processo de depuração, maior eficácia na 
desinfeção da água de depuração e maior facilidade de manutenção 
dos sistemas. Numa primeira fase, foram realizadas três experiências 
para a otimização de parâmetros de depuração: 1) Otimização da 
desinfeção da água de depuração dos moluscos bivalves pela 
manipulação da intensidade (µW.s.cm-2) da radiação UV-C aplicada; 2) 
Otimização da carga biológica a depurar (kg.L-1) e do tempo de 
depuração; e 3) Avaliação da temperatura e salinidade ótimas para 
depuração dos moluscos bivalves estudados: berbigão (Cerastoderma 
edule), ostra do pacífico (Crassostrea gigas) e amêijoa macha 
(Venerupis corrugata). Posteriormente, testou-se a capacidade máxima 
de funcionamento da depuradora modular desenvolvida e avaliaram-se 
os resultados obtidos na depuração, através da comparação da 
contaminação microbiológica destes bivalves com os bivalves 
depurados pelos processos convencionais. De forma a avaliar a 
otimização de cada parâmetro foi estudado o espectro total de 
contaminação microbiológica e a presença específica  de bactérias 
patogénicas Escherichia coli, Salmonella spp. e Vibrio spp. Através da 
contagem de UFC do espectro total de contaminação, expressas em 
UFC/100g, foi possível concluir que de um modo geral as 12h de 
depuração foram suficientes para redução eficaz de bactérias 
presentes. Foi unânime às três espécies o valor otimizado para 
intensidade de radiação UV, 6.000 µW.s/cm2, densidade de 
estabulação, 98 g/L para berbigão e amêijoa e 120 unidades para ostra 
e a combinação de temperatura 21 °C com salinidade 30 mostrou-se 
ótima para o berbigão e ostra, sendo que 21 °C com salinidade 35 
provou ser a melhor combinação para a amêijoa. Foi possível 
comprovar o bom funcionamento da depuradora modular com 
capacidade máxima, 360 L, com equipamento de desinfeção UV de 25 
W para ambas as espécies. Estudos desta natureza são essenciais para 
tornar o processo de depuração o mais eficiente possível, de acordo 











Moluscos bivalves, depuração, microbiologia 
 
Microbiological contamination of bivalve mollusks is one of the main 
concerns of alimentary safety of this important source of revenue for 
Portuguese economy. Bivalves that have been captured or grown in 
estuaries and lagoons must go through a process of depuration in order 
to reduce their levels of microbiological contamination, before they can 
be sold. The main goal of this work is the development of a modular 
depuration system with advantages over conventional systems, such as: 
lower implementation costs, higher control of depuration process, 
greater efficiency in the disinfection of water used for depuration, and 
easier maintenance. In the first step, three experiments were 
undertaken so that depuration parameters could be optimized: 1) 
Optimization of disinfection of the water used for depuration of bivalve 
mollusks through intensity manipulation (µW.s.cm-2) of the applied UV-
C radiation; 2) Optimization of bivalve stocking density (kg.L-1) and of 
the depuration time; 3) Evaluation of the optimal temperature and 
salinity levels for the depuration of the studied species: edible cockle 
(Cerastoderma edule), pacific oyster (Crassostrea gigas) and pullet 
carpet shell (Venerupis corrugata). After, the maximum operation level 
of the developed modular depurator was tested, and the results of 
depuration were evaluated by comparing the microbiological 
contamination of these bivalves with the bivalves depurated through 
conventional procedures. In order to evaluate the optimization of each 
parameter, the total spectrum of microbiological contamination was 
studied, along with the specific presence of pathogenic bacteria 
Escherichia coli, Salmonella spp. and Vibrio spp. Through UFC 
assemblage of total contamination spectrum, in UFC/100g, it was 
possible to conclude that overall 12h of depuration are enough to an 
efficient reduction of bacteria. It was possible to conclude that the 
optimal value of UV radiation was 6.000 µW.s/cm2 for the studied 
species, and the stocking density, 98 g/L for edible cockle and clams, 
and 120 units for pacific oyster; the optimal combination of 
temperature and salinity for depuration of cockles and oysters was 21 
°C and 30, respectivelly, whereas the depuration of clams was more 
effective under 21 °C, with salinity of 35. It was possible to prove the 
effectiveness of depuration in the developed systems optimized under 
maximum capacity of 360 L, with 25 W UV equipment, for both species. 
Studies of this matter are essencial to transform depuration process 
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 Os moluscos bivalves, ricos em minerais, vitaminas e ácidos gordos 
polinsaturados, são um importante componente na dieta humana por vários fatores: os 
ácidos gordos polinsaturados diminuem o risco de formação de coágulos, o que permite 
uma proteção contra doenças cardiovasculares, bem como redução do colesterol (LDL). 
Por outro lado, apresentam um conjunto de proteínas essenciais ao correto crescimento 
e desenvolvimento, entre outras propriedades organoléticas (Nunes et al., 2008). 
 Em Portugal, a indústria aquícola tem aumentado gradualmente a sua relevância, 
atingindo em 2014 uma produção de 10.791 toneladas, o equivalente a uma receita de 
50.3 milhões de euros. Dentro deste grupo, os moluscos bivalves representaram, ainda no 
mesmo ano, 45 % da produção total, sendo a amêijoa a espécie mais relevante (2732 
toneladas), seguido do mexilhão (1547 toneladas) e ostra (837 toneladas) (INE, 2014). 
 Relativamente à ostra, a sua produção aumentou 36.6 % em 2014, resultante de 
um incremento de investimentos na zona Norte do país, em viveiros e espaços antes 
utilizados para produção de peixe (DGRM, 2014). 
 Em termos de captura nacional,o berbigão representou o molusco bivalve mais 
importante (2211 toneladas), seguido da amêijoa (1640 toneladas), mexilhão (132 
toneladas) e ostra (89 toneladas) (INE, 2014). 
 A nível internacional, as vendas da aquicultura de moluscos bivalves 
representaram 388 toneladas, sendo que o mexilhão representou aproximadamente 62 
%, seguido da ostra com aproximadamente 30 % (INE, 2014). 
 De forma a dar resposta a este aumento de procura de moluscos bivalves, foi 
necessário criar um processo que permitisse a redução do teor microbiológico de 
moluscos bivalves para consumo humano, o processo de depuração (Miranda, 2013). De 
acordo com a legislação, as depuradoras têm de cumprir duas etapas: a validação, onde é 
realizado um estudo prévio da eficácia do sistema de depuração sob determinados 
parâmetros; e a verificação, que consiste na realização de análises microbiológicas a 
agentes patogénicos específicos, nomeadamente a Escherichia coli e Salmonella spp., 





1.1. A importância dos moluscos bivalves 
 De entre várias definições aceites, o termo molusco bivalve designa o animal de 
corpo mole protegido por um exosqueleto com forma de uma concha de duas valvas, que 
se articulam por uma charneira e são mantidas unidas pelos músculos adutores (IPMA, 
2016). Lees (2000) acrescenta a esta definição a noção de elevada variabilidade de 
características e tipo de habitat. Como exemplo desta diversidade de habitat, existem 
espécies que conseguem adaptar-se a condições de seca, sobrevivendo a longos períodos 
fora de água através do fechar firme das duas valvas, permitindo a retenção da água do 
mar em redor da sua componente interna (Lees, 2000). No entanto, ao manterem as 
valvas fechadas, ficam sujeitos a um periodo de hipóxia, o que faz com que desenvolvam 
vias metabólicas anaeróbicas para sobreviver a um periodo de reduzida disponibilidade 
de oxigénio (Randall et al., 1997). 
 Uma vez que se alimentam de pequenas partículas existentes no meio envolvente 
(como microalgas) (Lees, 2000), os moluscos bivalves bioacumulam bactérias autóctones 
ou de origem antropogénica sendo, por este motivo, extremamente suceptíveis à 
contaminação (Rees et al., 2013). Várias espécies de bivalves, como mexilhões e ostras, 
foram descritas como organismos indicadores ideais, não só pela sua elevada distribuição 
geográfica, mas também pela sua sensibilidade aos poluentes ambientais (Renault, 2011). 
 A sua imunidade é suportada por hemócitos presentes na hemolinfa que, para 
além da eliminação direta dos agentes patogénicos por fagocitose (Feng, 1988), também 
produzem compostos tais como enzimas lisossomais e moléculas antimicrobianas, que 
contribuem para a destruição patogénica (Hoffman, 2010). No entanto, existem 
contaminantes ambientais, como o cádmio e o cobre (Pipe e Coles, 1995), que podem ter 
um efeito direto na alteração imunológica dos moluscos bivalves (Coles et al., 1994), 
tornando-os mais suscetíveis a doenças infeciosas (Renault, 2011). 
 Para a realização deste estudo foram selecionadas três espécies de moluscos 
bivalves utilizadas como modelos biológicos e com importância económica para a região 
de produção da Ria de Aveiro: Cerastoderma edule (conhecida vulgarmente por 
berbigão), Crassostrea gigas (conhecida vulgarmente como ostra do pacífico) e Venerupis 
corrugata (conhecida vulgarmente por amêijoa macha). 
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1.1.1. Berbigão (Cerastoderma edule) 
  
 Espécie nativa do nordeste da costa Atlântica (Paul-Pont 
et al., 2010), o berbigão (figura 1) Cerastoderma edule 




 Pode crescer até aos 5,3 cm, tendo uma média de 3,5 cm de comprimento (FAO, 
2016). Habita geralmente fundos arenosos e lamacentos de zonas subtidais a poucos 
centímetros da superfície, encontrando-se amplamente distribuído desde o nordeste da 
Noruega até o oeste africano (Paul-Pont et al., 2010). 
 Apresenta uma elevada tolerância a variações dos parâmetros físico-químicos 
ambientais, tais como granolumetria do sedimento e salinidade e, por este motivo, pode 
ser uma opção para biomonitorização ao longo do gradiente estuarino (Lobo et al., 2010). 
Para além disso, também pode ser usado como bioindicador de poluição por metais, uma 
vez que consegue armazenar grandes quantidades de poluentes ambientais devido ao seu 
elevado poder de filtração (Paul-Pont et al., 2010). 
 É um suspensívoro (alimenta-se de partículas em suspensão na água), com uma 
capacidade de filtração de 1 a 3.4 L/h (Dame e Olenin, 2005) e com densidades 
populacionais elevadas em ambiente marinho e estuarino (Lobo et al., 2010). 
 Já existem estudos relativos à sua contaminação por E. coli (Amoroux e 
Dominique, 2011) e Salmonella (Pereira et al., 2016), bem como estudos que 
demonstraram uma elevada mortalidade desta espécie quando infetada por Vibrio 












1.1.2. Ostra do pacífico (Crassostrea gigas) 
  
 A ostra do pacífico (figura 2) Crassostrea gigas 
(Thunberg, 1793) é originária do Japão e pertence à família 
dos Ostreidae (WoRMS, 2016). 
  
 Pode crescer até aos 45 cm, mas é mais comum ter apenas 15 cm de comprimento 
total. Tipicamente séssil, vive no substrato em zonas intertidais ou subtidais até aos 15 m 
de profundidade, em água salgada e encontra-se distribuida ao longo do atlântico oriental 
e este do mediterrâneo (FAO, 2016). 
 A ostra alimenta-se de partículas em suspensão e, por consumir fitoplâncton, tem 
um papel importante nos ecossistemas estuarinos, ao suprimir a acumulação de matéria 
orgânica (Officer et al., 1982).  
 Tal como descrito por Ehrich e Harris (2015), a taxa de filtração varia de acordo 
com o tamanho das ostras, sendo que ostras de com menor tamanho apresentaram uma 
maior taxa de filtração. No entanto, das três espécies em estudo neste trabalho, é a 
espécie com maior taxa de filtração (3 a 25 L/h) (Dame e Olenin, 2005). 
 É também considerada espécie sentinela e bioindicadora devido à sua ampla 
distribuição, sensibilidade a um largo espectro de poluentes e sedentariedade (Geffard et 
al., 2002). 
 Relativamente à contaminação por bactérias patogénicas, De Paola et al., (2010) 
provou a presença de E. coli. A existência de outras bactérias também já foi reportada, 












1.1.3. Amêijoa macha (Venerupis corrugata) 
  
 A amêijoa macha (figura 3) Venerupis corrugata 
(denominada anteriormente por Venerupis pullastra) 




 Pode crescer até a um comprimento máximo de 7,7 cm, mas é mais comum 
apresentar 4 a 5 cm. Encontra-se geralmente enterrada em substrato arenoso, habita 
desde a zona de maré baixa ao longo da zona subtidal até 25 m de profundidade e 
apresenta uma distribuição ao longo do sul do oceano atlântico, África do Sul e Namíbia 
(FAO, 2016). Apresenta uma capacidade de filtração que varia entre 0.2 e 1.4 L/h 
(Pandian, 1987). 
 A amêijoa macha também é muito usada como espécie bioindicadora de 
contaminação (Saavedra et al., 2004). A sua contaminação por agentes patogénicos já 
tem sido estudada, como a presença de E. coli,  Salmonella spp. e Vibrio spp. (Anacleto et 
al., 2013).  
 
 
1.2. Contaminação microbiológica dos moluscos bivalves 
 Em águas costeiras pouco profundas, maioritariamente usadas para produção 
comercial de moluscos bivalves, a contaminação microbiológica por ser um problema 
relevante (Butt et al., 2004). Historicamente, a contínua descarga de esgotos tornou-se a 
principal fonte de contaminação microbiológica em culturas de moluscos bivalves 
(Campos et al., 2013). Como consequência, a contaminação fecal nestas zonas levou a 
sérios riscos sanitários, pela ingestão destes organismos contaminados. No entanto, com 
o progresso no tratamento e controlo das descargas de esgotos, a contaminação dos 
moluscos bivalves passou a ser consequência do escoamento de terras de produção 
agrícola, bem como de zonas urbanas (Fong e Lipp, 2005). 




 Aquando da produção de moluscos bivalves em larga escala, a potencial fonte de 
contaminação está mais relacionada com escoamentos agrícolas e contaminação fecal de 
animais selvagens ou de cativeiro (Bakr et al., 2011). 
 A concentração de agentes patogénicos encontrada numa determinada zona de 
produção vai depender de vários fatores como o tipo de fonte de contaminação: podem-
se encontrar microrganismos naturalmente presentes na zona de produção, como 
algumas espécies de víbrio (Thompson et al., 2004); e bactérias e parasitas de origem 
fecal, cuja presença se associa a focos de contaminação antropogénica, sendo por isso 
usadas como indicadores de contaminação (Lee e Younger, 2002). Um outro grupo de 
fatores a ter em conta são as condições geográficas, metereológicas e hidrológicas que, 
no seu conjunto, podem criar condições favoráveis à sua propagação e desenvolvimento 
(Alberts et al., 2014). Ainda assim, o local onde os moluscos bivalves se encontram, na 
coluna de água ou no fundo oceânico, também pode determinar o grau de contaminação 
presente (Lee e Younger, 2002). Fortemente influenciada pelo tipo e quantidade de 
minerais argilosos e matéria orgânica presente, a presença de bactérias tende a ser maior 
em sedimentos de textura fina (Hassard et al., 2016). Grande parte dos estudos de 
quantificação da comunidade bacteriana e viral foca-se na coluna de água , no entanto, os 
valores são frequentemente mais elevados no interior do sedimento (Perkins et al., 2014). 
Esta associação com o sedimento pode ser explicada pelo aumento da sua sobrevivência 
por ligação à superfície das partículas de sedimento inerente à matriz de biofilme 
presente (Pachepsky e Shelton, 2011). Existem poucos estudos que analizam a 
diversidade bacteriana tanto na coluna de água como no sedimento marinho (Zinger et 
al., 2011; Hamdan et al., 2013).  No entanto, já existem estudos que comprovam que a 
riqueza taxonómica bacteriana é de um modo geral maior na coluna de água do que no 
sedimento (Walsh et al., 2016) 
 
1.2.1. Espécies associadas a contaminação microbiológica 
 Quando considerados como alimentos, os moluscos bivalves são consumidos 
normalmente crús ou apenas levemente cozinhados. Este processo tradicional pode não 
ser suficiente para inativação de micróbios ou toxinas (Butt et al., 2004) e por esta razão o 
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seu consumo pode constituir um potencial risco para a saúde humana (Murchie et al., 
2005).  A alteração da qualidade dos moluscos bivalves pode ser ameaçada por vários 
tipos de contaminação. Tanto podemos falar de contaminação por oligoelementos como 
metais e radionuclídeos (Breitwieser et al., 2016), como por poluentes orgânicos como 
pesticidas e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP). Para além disso, os moluscos 
bivalves são muito susceptíveis a contaminação microbiológica causada por espécies 
patogénicas - organismos capazes de produzir doenças infeciosas aos seus hospedeiros, 
quando encontram condições favoráveis à sua propagação e desenvolvimento (Alberts et 
al., 2014). No entanto, existem espécies de bactérias que são ingeridas como alimento 
(baterioplâncton) ou naturalmente presentes no trato digestivo dos moluscos bivalves 
(Alberts et al., 2014), logo falamos de contaminação bacteriana para o Homem provocada 
pela ingestão de moluscos bivalves contaminados por espécies capazes de produzir 
doenças no hospedeiro final, o Homem. Esta patogenicidade em moluscos bivalves pode 
ser tanto bacteriana (Oliveira et al., 2011) como viral (Suffredini et al., 2014) ou protista 
(Butt et al., 2004). Para além da contaminação local, estes organismos podem ficar 
contaminados durante o manuseamento, processamento ou preparação (Iwamoto et al., 
2010). 
  A E. coli é uma espécie bacteriana naturalmente presente no intestino de animais 
de sangue quente, usada como indicadora de contaminação fecal (Ishii e Sadowsky, 
2008). Embora a maioria das estirpes de E. coli sejam inofensivas, algumas estirpes 
podem causar doenças no ser humano, como intoxicações alimentares ou diarreia (Ishii e 
Sadowsky, 2008). A sua presença em moluscos bivalves (carne e líquido intra-valvar) 
sugere a presença de bactérias de origem fecal que, de acordo com anexo I do 
Regulamento (CR) Nº 1441/2007 de 5 de Dezembro” indica que o produto não cumpre os 
requisitos para consumo humano (230 NMP/100 g de carne e de líquido intra-valvar). A 
técnica de tubos múltiplos pemite a quantificação do “número mais provável” (NMP) de 
E. coli e é dividida em duas fases: numa primeira fase faz-se a homogeneização de cada 
um de 5 tubos de ensaio com meio de cultura apropriado (caldo lauril triptose), um tubo 
invertido no fundo para coleta de gás (tubo de Durhan) e alíquotas/diluições da amostra a 
analizar. Numa segunda fase, a fase confirmativa, efetua-se um repique dos tubos com 
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crescimento positivo para tubos iguais mas com caldo verde brilhante, de forma a 
conseguir confirmar o crescimento identificado pela produção de gás nos tubos de 
Durhan. De acordo com o número de tubos positivos em cada uma das diluições, 
determina-se o número mais provável (NMP) a partir de tabelas estatísticas (Bettega et 
al., 2006). 
 Durante o processo de depuração existem taxas de eliminação diferentes para os 
contaminantes presentes nos moluscos bivalves, e para a E. coli esta eliminação é mais 
rápida em comparação com outras espécies de bactérias ou vírus (Lee e Younger, 2002). 
Ao avaliarmos a eficácia do processo pela presença desta bactéria, podemos correr o 
risco de considerar o produto como alimento seguro, mesmo com a presença de outras 
bactérias ou vírus potencialmente patogénicos para o Homem, o que torna questionável 
o uso da E. coli como modo de avaliação da eficácia do processo de depuração em 
moluscos bivalves (Croci et al., 2002). 
 A presença de Salmonella spp. é também muito comum em peixes e moluscos 
bivalves contaminados, representando maior risco de infeção no segundo caso (Iwamoto 
et al., 2010). 
 Salmonella spp. encontra-se maioritariamente associada a casos de gastroenterite 
aguda, apresentando sintomas como diarreia, dores abdominais e febre. Pode também 
manifestar-se através de outros casos clínicos, tais como febre entérica, infeções no trato 
urinário ou infeções locais severas (Iwamoto et al., 2010). 
 A avaliação da presença de Salmonella em moluscos bivalves é feita de acordo 
com os critérios de segurança da União Europeia, como descrito no regulamento CE nº 
1441/2007 de 5 de Dezembro, em que se deve validar para consumo humano a ausência 
de Salmonella spp. em 25g de molusco bivalve de um mesmo lote. 
 Vibrio spp. são bactérias gram-negativas autóctones a ambientes aquáticos, 
incluindo estuários e águas costeiras por todo o mundo (Gómez-León et al., 2005). 
Algumas espécies da família Vibrionaceae são microrganismos patogénicos comumente 
presentes em organismos marinhos, em particular peixes, corais e moluscos bivalves, 
responsáveis por desencadearem infeções nos seus hospedeiros, incluindo o ser humano 
(Prado et al., 2005). Em específico no caso humano, uma vez que esta bactéria apresenta 
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a capacidade de sobreviver em ambiente aquático mesmo em ausência de componente 
orgânica, o seu modo de infeção torna-se bastante polivalente (Asplund, 2013), como 
infeções humanas entéricas, contaminação de feridas e septicémia (Thompson et al., 
2004). 
 Várias espécies de Vibrio estão relacionadas com o aumento do número de 
intoxicações alimentares pelo consumo de moluscos bivalves e o desenvolvimento de 
doenças que podem até causar a morte (Barile et al., 2009). 
 De momento ainda não existe legislação relativa ao controlo do teor de Vibrio spp. 
em amostras de moluscos bivalves para consumo humano. 
 
 
1.3. Estado da arte e etapas do processo de depuração  
 Quando os moluscos bivalves não podem ser considerados para consumo humano 
têm de passar pelo processo de depuração (Miranda, 2013). Este processo tem vindo a 
ser praticado desde os anos 80, inicialmente desenvolvido como método de prevenção da 
febre tifóide e outras doenças atribuídas ao consumo de moluscos bivalves contaminados  
(Rees et al., 2013). 
 De acordo com o despacho nº 15264/2013 da 2ª série do Diário da República de 
22 de novembro de 2013, existe uma distinção das zonas de produção de moluscos 
bivalves em cinco classes, baseada em critérios bacteriológicos, mais especificamente ao 
nível de contaminação por E. coli (Miranda, 2013): 
 Classe A: Os bivalves podem ser apanhados e comercializados para consumo 
humano direto. 
 Classe B: Os bivalves podem ser apanhados e destinados a depuração, 
transposição ou transformação em unidade industrial. 
 Classe C: Os bivalves podem ser apanhados e destinados a transposição 
prolongada ou transformação em unidade industrial. 
 Classe “Proibido”: Interdita a captura de moluscos bivalves. 




 As classes acima indicadas têm por base as diretivas do sistema HACCP descritas 
no anexo I do Regulamento (CR) Nº 1441/2007 de 5 de Dezembro. Na tabela I temos 
sumariadas estas diretivas. 
 
* de carne e líquido intravalvar 
  
 No processo de depuração, os moluscos bivalves são colocados em tanques 
construídos para este propósito, nos quais continuam o seu processo natural de filtração 
em água salgada limpa (Lee e Younger, 2002).  
 Os sistemas de depuração podem ser classificados como depuração de fluxo 
contínuo ou depuração por recirculação. Embora a depuração por fluxo contínuo exija 
maior quantidade de água (sistema aberto), o sistema recirculado necessita de 
tratamentos de desinfeção da água para evitar contaminação microbiológica (Barile et al., 
2009). 
 Esta desinfeção pode ser química, através do uso de cloro ou ozono. Uma vez que 
o ozono atua contra as bactérias e vírus (por ação combinada de oxidação proteica, 
alteração da estrutura molecular e inibição enzimática), é considerado um método mais 
eficaz do que o uso de cloro (Barile et al., 2009). 
 A desinfeção também pode ser física, mediante o uso de radiação UV, que 
promove a inativação de vírus (20-30 mW.s/cm2), bactérias entéricas e coliformes (30-40 
mW.s/cm2), e esporos bacterianos e protozoários (40-60 mW.s/cm2). Este método de 
desinfeção apresenta várias vantagens, com a inativação de agentes patogénicos sem a 
produção de toxinas, eficácia em períodos reduzidos de depuração e preservação das 
características organoléticas dos moluscos bivalves (Barile et al., 2009). No entanto, a sua 
eficiência pode ser afetada pela turbidez da água e consequente deposição de matéria 
Classe Teor de Escherichia coli (NMP/100g)* Observações 
A x < 230  
B 230 > x ≤ 4600 Pelo menos em 90 % das amostras 
e nenhuma exceder 46000 
C 4600 > x ≤ 46000  
Proibido x < 46000  
Tabela I - Classificação de zonas de produção de moluscos bivalves baseada em critérios bacteriológicos (Escherichia 





orgânica na lâmpada, reduzindo a desinfeção da água (Oustromov, 2005; Barile et al., 
2009). 
 Mas a eficiência do processo de depuração pode alterar-se de acordo com 
algumas variáveis, tais como turbidez da água, pH, salinidade, temperatura e densidade 
de moluscos bivalves. Tal como concluiu Love et al. (2010) é de prever que as primeiras 
duas variáveis (turbidez e pH) não alterem a eficiência do processo de depuração. No 
entanto, a temperatura e salinidade são dois parâmetros importantes a ter em 
consideração no processo de depuração (Oliveira et al., 2011). 
 Relativamente à temperatura, águas mais quentes mas com temperaturas dentro 
dos limites fisiológicos de cada espécie, promovem um aumento da taxa metabólica dos 
moluscos bivalves, como a digestão e a atividade enzimática (Loosanoff, 1958), tendo 
todos estes fatores um papel relevante na redução microbiana (Brock et al., 1986). A 
salinidade é também um parâmetro de grande importância para o processo de 
depuração, tendo em conta a reduzida capacidade de adaptação dos moluscos bivalves à 
sua variação (Love et al., 2010). 
 De acordo com Romero e Moreira (1981), os efeitos biológicos de temperatura e 
salinidade estão correlacionados de várias formas, podendo interagir e produzir um efeito 
sinergético nos organismos aquáticos (Albuquerque et al., 2012). 
 Está definido de um modo geral na legislação Portuguesa que o processo de 
depuração é de máxima importância para que os moluscos bivalves vivos, provenientes 
de zonas de classe B, reduzam a sua contaminação microbiológica até valores 
considerados seguros e admissíveis (Controlo oficial de moluscos bivalves, 2014). Para tal, 
as depuradoras têm de cumprir duas etapas: a validação, definida como “o estudo prévio 
com evidências de que o sistema é eficaz sobre determinados parâmetros, os quais há 
que respeitar e verificar”; e a verificação, definida como “a habitual realização de análises 
microbiológicas”. Para respeito dos critérios de segurança estabelecidos no Regulamento 
nº 2073/2005, esta análise microbiológica deve fazer-se à presença de Salmonella  e 
quantidade de E. coli, preferencialmente ao mesmo lote, antes e após o processo de 
depuração, de modo a demonstrar se o método de depuração usado é eficaz (Controlo 
oficial de moluscos bivalves, 2014). 
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 Relativamente à carga de moluscos bivalves a depurar, já existem valores de 
referência em Portugal, que corresponde a 150 g/L para a amêijoa (Anacleto et al., 2013). 
Estudos desta natureza são essenciais para padronizar valores ótimos de depuração para 
cada espécie e desta forma maximizar a eficácia de todos os centros de depuração.  
 A legislação define que: "(...) será inaceitável que haja aprovações de novas 
depuradoras sem prévio estudo com evidências de que o sistema é eficaz sobre 
determinados parâmetros, os quais há que respeitar, verificar e que muitas vezes nem 
sequer são conhecidos (por exemplo, fluxo/quantidade de água, carga máxima de 
bivalves no tanque, alturas das camadas, oxigénio, salinidade e temperatura da água, o 
tratamento dado à água com suas variáveis e o tempo mínimo do processo)” (Controlo 




 Este trabalho realizado no âmbito do projeto Depurplus: “Otimização do processo 
de depuração de moluscos bivalves”,  tem como objetivo o desenvolvimento de sistemas 
modulares de depuração, que apresentem vantagens em relação aos sistemas 
convencionais. Serão utilizadas como modelos biológicos três espécies com importância 
económica para a região delimitada pela zona de produção da ria de Aveiro: berbigão 
(Cerastoderma edule), ostra (Crassostrea gigas) e amêijoa macha (Venerupis corrugata). 
 Numa primeira abordagem, de modo a otimizar os parâmetros de depuração, 
serão realizadas três experiências: 1) Otimização da desinfeção da água de depuração dos 
moluscos bivalves pela manipulação da intensidade (µW.s.cm-2) da radiação UV-C 
aplicada e da regulação do caudal da água no sistema UV; 2) Otimização da carga 
biológica a depurar (kg.L-1) e do tempo de depuração; 3) Avaliação da temperatura e 
salinidade ótimas para depuração dos moluscos bivalves estudados. 
 Posteriormente, será testada a capacidade máxima de funcionamento da 
depuradora modular desenvolvida, avaliando-se os resultados obtidos na depuração, 
através da comparação da contaminação microbiológica destes bivalves com os bivalves 


































2.1. Processo de depuração 
 Numa fase inicial deste trabalho experimental, procedeu-se à montagem de um 
conjunto de sistemas modulares de depuração, onde foi realizada a componente 
experimental de depuração.  
 
2.1.1. Montagem dos sistemas modulares de depuração 
 Montaram-se 12 tanques de 250 L de capacidade, em que cada um funcionou 
como módulo experimental de depuração (figura 4). 
 Cada um dos módulos foi equipado com um sistema de arejamento (tubo de PVC 
perfurado), para manutenção dos níveis de oxigénio perto dos valores de saturação 
durante o processo de depuração; uma bomba de recirculação EHEIM Universal-pump 
1262, com um rendimento de 3400 L/h, para impulsão da água através do sistema de 
filtração; uma torneira em PVC, para controlo do caudal entre sistema de arejamento e 
filtro UV, um refrigerador (modelo Hailea HC 300-A (1/4 HP)), para controlo da 
temperatura da água, um escumador de proteínas para remoção da matéria orgânica da 
água e um aquecedor com termostato (apenas incorporado nos módulos de depuração 
para temperaturas mais elevadas – 21 °C).  
 Para 9 dos 12 módulos de depuração foi utilizado um sistema de filtração UV 25 W 
(modelo Vecton 600), para o estudo do efeito da intensidade baixa e média de radiação 
UV-C; nos restantes 3 módulos foi incorporado um sistema de filtração UV 55 W (modelo 










Figura 4. Montagem dos sistemas modulares de depuração. 
12 módulos de depuração (à esquerda)  e destaque para um módulo (à 
direita), ambos em funcionamento. 
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 Para a montagem de todo o circuíto e conexões, usaram-se tubos e peças em PVC 
(Polyvinyl chloride – nome IUPAC policloroeteno), bem como mangueiras de diferentes 
diâmetros consoante as especificidades de cada equipamento. Os componentes de PVC 











 O esquema representado na figura 6 mostra o circuito da água ao longo de todo o 
módulo de depuração, começando pela impulsão da água do tanque de depuração pela 
bomba de recirculação (X) para o sistema de filtração UV, em que a torneira (V) permite o 
controlo do caudal que passa para o filtro UV e para o sistema de arejamento (tubo em 
PVC perfurado). Após esterilização UV pela passagem do filtro (UV), a água é direcionada 
para o refrigerador (Ref.), através do qual retorna ao tanque de depuração. Em paralelo a 
este processo, o escumador de proteínas (E) com bomba de recirculação integrada 
permite a passagem contínua de água do tanque de depuração. O aquecedor com 
termostato (T) apenas se encontra associado aos sistemas de depuração com 
temperatura mais elevada (21 °C). 
 Concluída a montagem de todos os módulos de depuração, os mesmos foram 
abastecidos com água corrente para permitir identificação e reparação de fugas de água, 
bem como a confirmação do funcionamento correto de todos os equipamentos. 
 
 











 Para a realização de todas as experiências, optou-se pelo uso de água salgada 
sintética, resultante da mistura de água doce purificada por um sistema de osmose 
inversa (figura 7) e sal sintético adequado para manutenção de invertebrados marinhos 
(“Red Sea Coral Pro Salt”). A água salgada sintética foi produzida em dois depósitos de 











    
   
Figura 7. Equipamento de osmose inversa para purificação de água 
doce 
Figura 6. Componentes e esquema de um módulo de depuração. 
Através da legenda acima indicada é possível observar cada componente instalado nos módulo de depuração e 











Refrigerador Escumador de proteínas 
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2.2. Planificação das experiências  
 Numa primeira fase foram realizadas três experiências para a otimização de 
parâmetros de depuração: 1) otimização da desinfeção da água de depuração dos 
moluscos bivalves pela manipulação da intensidade de radiação UV-C aplicada (µW.s.cm-
2); 2) Otimização do valor da densidade de estabulação (kg/L) e do tempo de depuração; 
3) Avaliação  da temperatura e salinidade ótimas para depuração dos moluscos bivalves 
em estudo. 
 A seleção do valor dos parâmetros físico-químicos da água para cada experiência 
teve em consideração os valores utilizados no processo de depuração convencional. 
 Posteriormente testou-se a capacidade máxima de funcionamento da depuradora 
modular desenvolvida e avaliaram-se os resultados obtidos na depuração, através da 
comparação da contaminação microbiológica destes bivalves com os bivalves 
comercializados, provenientes de zonas de classe A e B. 
 
2.3. Ensaio da otimização dos parâmetros de depuração 
2.3.1. Parâmetros a analisar 
a) Intensidade UV 
 
 Numa primeira fase realizaram-se quatro ensaios em triplicado para cada espécie 
(berbigão e ostra), com a aplicação de quatro intensidades de radiação UV-C diferentes, 
pela aplicação de lâmpadas com diferentes potências (25 W e 55 W), e regulação do 
caudal  da água através do equipamento UV: 
UV1 - radiação UV-C de baixa intensidade: 25 W + 200 L/h – 3.000 µW.s/cm2 
UV2 -  radiação UV-C de intensidade intermédia: 25 W + 400 L/h – 6.000 µW.s/cm2 
UV3 -  radiação UV-C de elevada intensidade: 25 W + 800 L/h – 9.000 µW.s/cm2 
UV4 -  radiação UV-C de intensidade máxima: 55 W + 800 L/h – 12.000 µW.s/cm2 
 Definiu-se como densidade de estabulação 13g.L-1 para o berbigão, e 30 
indivíduos.m-2 no caso das ostras. 
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 O ensaio decorreu à temperatura 15 °C, e salinidade 35 (valores medidos no 
momento de coleta dos moluscos bivalves). 
 Recolheram-se amostras antes da depuração, 12h e 24h após o início da 
depuração. 
 
b) Densidade de estabulação 
 Avaliou-se a densidade de estabulação ideal de bivalves a depurar, realizando-se 
quatro ensaios para cada espécie, através da aplicação de quatro níveis de carga biológica 
(tabela II).  
 Nesta fase definiu-se o valor otimizado para a intensidade de radiação UV-C (6.000 
µW.s/cm2), e manteve-se os valores anteriormente definidos para a temperatura e 
salinidade. 
 Para as experiências com a espécie de berbigão, C. edule, foram recolhidas 
amostras antes da depuração, 12h, 24h e 48h após o início da depuração. Para as 
experiências com a espécie de ostra, C. gigas, foram recolhidas amostras antes da 
depuração, 12h e 24h após o início da depuração. No caso da espécie de amêijoa, V. 
corrugata, foram recolhidas amostras antes da depuração e 12h após o início da 
depuração. 
 
Tabela II - Descrição dos valores aplicados para variação da carga e volume dos tanques de depuração 
Espécies Carga 
Berbigão e amêijoa 24 g/L 49 g/L 73 g/L 98 g/L 
Ostra 30 unidades 60 unidades 90 unidades 120 unidades 
 
c) Temperatura e salinidade 
 Numa terceira fase, testou-se uma combinação de temperatura e salinidade 
ótimas da água a utilizar na depuração. Definiram-se 9 tratamentos resultantes da 
combinação entre três valores de temperatura (15 °C, 18 °C e 21 °C) e três valores de 
salinidade (25, 30 e 35). 
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 Para os restantes parâmetros, utilizou-se os valores otimizados de intensidade de 
radiação UV-C (6.000 µW.s/cm2) e densidade de estabulação (98 g/L; 120 unidades para a 
ostra). 
 Para as experiências com a espécie de berbigão e ostra foram recolhidas amostras 
antes da depuração, 12h e 24h após o início da depuração. No caso da espécie de 
amêijoa, V. corrugata, foram recolhidas amostras antes da depuração e 12h após o início 
da depuração. 
 
2.3.2. Receção e depuração dos moluscos bivalves 
 Os processos de depuração dos moluscos bivalves foram conduzidos após 
instalação dos módulos de depuração. 
 Fez-se uma avaliação físico-química da água dos diferentes módulos de 
depuração, para confirmação das condições inicialmente estabelecidas, através da 
medição dos parâmetros temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvido. Fez-se 
também a recolha de água, para posterior análise microbiológica, de todos os módulos de 
depuração, com recurso a um frasco de colheita previamente autoclavado. 
 Os moluscos bivalves foram recolhidos de zonas B (Ria de Aveiro e Ria Formosa). 
Como controlo do ensaio de depuração foi incluído o tempo 0h, que corresponde a 
indivíduos sem depuração. Para esta análise, foi retirada uma amostra de moluscos 
bivalves antes dos restantes serem colocados nos tanques. Esta amostra foi mantida a 4 
°C até ao seu processamento. Após a distribuição aleatória dos restantes moluscos 
bivalves nos tanques de depuração, deu-se início ao processo de depuração. 
 Para todas as experiências foram definidas 3 réplicas para cada amostra, sendo 
que para cada réplica foram escolhidos aleatoriamente 3 indivíduos, no caso das espécies 
de berbigão e amêijoa, e 1 indivíduo no caso da ostra. 
 Decorridos os tempos de depuração estabelecidos anteriormente (12h, 24h e 
48h), foram recolhidos aleatoriamente 9 moluscos bivalves por cada módulo de 
depuração. Terminada a amostragem, os moluscos bivalves e água foram acondicionados 
em malas térmicas e tranportadas imediatamente para o laboratório de microbiologia. 
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 Entre experiências a água dos módulos de depuração foi descartada com prévia 
desinfeção por ozono e os módulos de depuração foram limpos fazendo circular água 
doce no interior dos equipamentos durante 48 horas. 
 
2.3.3. Análise microbiológica 
 A avaliação dos processos de depuração em estudo foi efetuada usando o método 
de sementeira à superfície num meio geral para bactérias totais viáveis - PCA (plate count 
agar). De forma a aproximar as condições de cultivo às características originais das 
amostras, também se usou PCA agar enriquecido com 20 % NaCl. Foram também usados 
meios seletivos para pesquisa de E. coli (m-FC agar), Salmonella spp. (SS agar) e Vibrio 
spp. (TCBS agar). 
a) Preparação de meios de agar 
 A preparação dos meios de cultura foi efetuada de acordo com as instruções do 
fabricante. Após autoclavagem do PCA agar e aquecimento para dissolução dos restantes 















Figura 8. Preparação de quatro meios de cultura de agar. 
Da esquerda para a direita: PCA; m-FC agar (coloração azulada); SS agar (coloração avermelhada);  




b) Análise microbiológica das amostras 
 Os moluscos bivalves foram previamente limpos de areias com água estéril e 
dissecados em condições de assepsia. Toda a componente edível (carne e líquido 











 Após a recolha do material biológico de cada réplica, procedeu-se à esterilização 
da bancada e material de dissecação. Repetiu-se este processo ao longo de três réplicas 
por amostra.  
 As amostras foram colocadas em tubos de 50 ml, mantidas em gelo até à sua 
homogeneização por ação mecânica com o auxílio de um berbequim adaptado com um 










Figura 9. Processo de dissecação de moluscos bivalves. 
 
Figura 10. Amostra após 





 Foram preparadas diluições decimais das amostras em soro fisiológico (NaCl 
0.9%). Alíquotas de 100 µl destas diluições foram semeadas nas placas de petri com meio 
de cultura (PCA para microrganismos totais ou viáveis, m-FC agar para E. coli, SS agar para 
Salmonella spp., e TCBS agar para  Vibrio spp.). 
 Após a inoculação das várias diluições nos diferentes meios de cultura, as placas 
foram incubadas seguindo as especificações de cada meio de cultura: 
 PCA, SS agar e TCBS agar – incubação a 35 °C 
 mFC agar – incubação a 44 °C 
 Foi realizado um controlo da água de depuração, através da amostra de água 
previamente recolhida. Para isso foi filtrada uma amostra de água de 100 ml em 
triplicado, através do equipamento de filtração a vácuo ilustrado na figura 11. Alíquotas 
da amostra de água (100 µl) também foram semeada em placas de PCA e m-FC (3 por 












 Decorrido o tempo de incubação, procedeu-se à contagem do número de 
unidades formadoras de colónias (UFC – medida que permite estimar o número de 
bactérias ou fungos viáveis numa dada amostra) nas placas inoculadas. 
 
 





2.4. Ensaio da capacidade máxima de funcionamento da depuradora otimizada 
 
2.4.1. Parâmetros a analizar 
 Numa segunda fase, foi estudada a resposta dos equipamentos de depuração em 
condições de tanque de depuração com 50 % de volume de água (o equivalente a 180 L), 
e tanque de depuração com 100 % de volume de água (o equivalente a 180 L). 
 Para tal, foram definidos quatro tratamentos, fazendo variar o volume total com 
os dois equipamentos de filtração UV, de 25 W e 55 W: 
 V1: 90 L; 25 W (6.000 µW.s/cm2) 
 V2: 180 L; 25 W (6.000 µW.s/cm2) 
 V3: 90 L; 55 W (9.000 µW.s/cm2) 
 V4: 180 L; 55 W (9.000 µW.s/cm2) 
 Foram utilizados os valores de intensidade de radiação UV-C, densidade de 
estabulação, temperatura e salinidade otimizados no primeiro ensaio. 
 Após otimização do processo de depuração para as três espécies em estudo, 
procedeu-se ao estudo dos moluscos bivalves presentes no mercado e provenientes de 
zonas de classe A e B. 
 Para além das espécies estudadas anteriormente, também foram selecionadas 
outras espécies de moluscos bivalves, perfazendo um total de 12 amostras distintas (ver 
anexo II). De forma a abranger o maior número de condições possível e assim obter uma 
boa amostra de comparação com os resultados obtidos nas experiências, foram 
selecionados moluscos bivalves com as seguintes características: 
 Locais de comércio distintos 
 Depuradoras diferentes 
 Diferentes zonas de captura 







2.4.2. Análise microbiológica 
 Para a pesquisa de microrganismos específicos, utilizou-se m-FC agar, SS agar e 
TCBS agar, para identificação de E. coli, Salmonella spp. e Vibrio spp., respetivamente. 
 Com observação cuidada das placas de meio seletivo, foram selecionadas e 
numeradas colónias com o aspeto semelhante ao esperado para o tipo de microrganismo, 
procedendo-se a uma repicagem para confirmação: 
SS agar – repicagem para o mesmo meio 
TCBS agar – repicagem para agar de canamicina-esculina-azida 
m-FC agar – não necessita de repicagem 
 A figura 12 mostra o aspeto esperado das colónias dos microrganismos 



















Figura 12. Exemplos de tipo de colónias identificativas de cada tipo de meio seletivo: m-FC, SS gar e TCBS agar, 
respetivamente 










2.5. Análise estatística 
 A análise estatística foi desenvolvida com recurso ao software Statistica versão 8.0 
(StatSoft Inc.). Os níveis de significância da concentração de unidades formadoras de 
colónias (UFC), para os tratamentos de otimização da intensidade de radiação UV-C e 
densidade de estabulação e tempo de depuração, foram testados usando “one-way 
ANOVA”. Para a otimização da combinação de temperatura e salinidade, foram testados 
os níveis de significância da concentração de UFC usando “two-way ANOVA”. 
 De forma a garantir a validação dos testes para os dados recolhidos, a distribuição 
normal dos dados e homogeneidade de variâncias foi previamente confirmada com 
recurso ao teste W de Shapiro-Wilk e ao teste de Levene. Foram considerados como 
estatisticamente significativos os resultados com valor de p < 0.05. 
 Uma tabela que sumaria os resultados das ANOVAs (graus de liberdade, valores de 
















































 Não foi possível obter nenhum resultado de confirmação da presença de bactérias 
específicas, E. coli, Salmonella spp. e Vibrio spp. nas análises da água de depuração e 
controlo de moluscos bivalves de mercado. 
3.1. Otimização da intensidade UV 
3.1.1. Berbigão (C. edule) 
 Pelos resultados obtidos para o meio de cultivo PCA (figura 13, letra A), observou-
se que para os tratamentos UV1, UV3 e UV4, correspondentes a 3.000 µW.s/cm2, 9.000 
µW.s/cm2 e 12.000 µW.s/cm2 respetivamente, apenas existiu um decréscimo significativo 
do valor de UFC.100g-1 entre as 0h e após 12h de depuração (p < 0.05). No caso do 
tratamento UV2, correspondente a 6.000 µW.s/cm2, existiu uma redução significativa do 
valor de UFC.100g-1 entre as 0h e após 12h de depuração (p < 0.05) e um aumento 
significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 12h e 24h de depuração (p < 0.05).  
 Relativamente aos resultados obtidos para o meio de cultivo PCA 20 % (figura 13, 
letra B), registou-se para o tratamento UV1 um aumento significativo do valor de 
UFC.100g-1 entre as 0h e após 12h de depuração (p < 0.05), seguido de uma diminuição 
significativa do valor de UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de depuração (p < 0.05). Para o 
tratamento UV2 apenas existiu um aumento significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 
12h e as 24h de depuração (p < 0.05). Para os restantes tratamentos UV3 e UV4 não se 
registaram diferenças significativas do valor de UFC.100g-1 ao longo do processo de 
depuração (p > 0.05). 
 
3.1.2. Ostra (C. gigas) 
 Pelos resultados obtidos através do meio de cultivo PCA (figura 13, letra C), 
observou-se que para o tratamento UV1 existiu um decréscimo estatisticamente 
significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 0h e as 12h (p < 0.05), seguido de um 
aumento significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 12h e 24h de depuração (p < 0.05). 
No caso do tratamento UV2 apenas se registou uma diminuição significativa do valor de 
UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de depuração (p < 0.05). Para ambos os tratamentos 
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UV3 e UV4, existiu apenas uma diminuição significativa do valor de UFC.100g-1 entre as 0h 
e as 12h de depuração (p < 0.05). 
 Relativamente aos resultados obtidos através do meio de cultivo PCA 20 % (figura 
13, letra D), registou-se para o tratamento UV1 um aumento estatisticamente 
significativo entre as 0h e as 12h de depuração (p < 0.05) seguido de uma redução 
significativa do valor de UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de depuração (p < 0.05). Para os 
tratamentos UV2 e UV4 não se registaram diferenças significativas do valor de UFC.100g-1 
(p > 0.05). No caso do tratamento UV3 apenas se registou um aumento significativo do 
valor de UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de depuração (p < 0.05). 
Figura 13. Efeito de diferentes intensidades UV no processo de depuração do berbigão e da ostra. As letras A e B 
correspondem às contagens de UFC para o berbigão em meio PCA e PCA 20%, respetivamente. As letras C e D 
correspondem às contagens de UFC para a ostra em meio PCA e PCA 20%, respetivamente. As três colunas 
correspondem a diferentes tempos de depuração: 0h (azul), 12h (vermelho) e 24h (verde). Os símbolos * e ◊ definem 
diferenças estatisticamente significativas (D.S.) entre tempo de depuração de um mesmo tratamento (* D.S. entre as 0h 





3.2. Otimização da densidade de estabulação 
3.2.1. Berbigão (C. edule) 
 Relativamente aos resultados obtidos para o meio de cultivo PCA (figura 14, letra 
A), observou-se que para os tratamentos C1 e C3, correspondentes a 24 g/L e 73 g/L 
respetivamente, apenas existiu um aumento significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 
12h e as 24h de depuração (p < 0.05).  
No caso dos tratamentos C2 e C4, correspondentes a 49 g/L e 98 g/L respetivamente, não 
se registaram diferenças significativas do valor de UFC.100g-1 (p > 0.05). 
 Nos resultados obtidos para o meio de cultivo PCA 20 % (figura 14, letra B), apenas 
se registou para o tratamento C2 um aumento estatisticamente significativo do valor de 
UFC.100g-1 entre as 24h e as 48h de depuração (p < 0.05). Para os tratamentos C1, C3 e 
C4 não se registaram diferenças significativas do valor de UFC.100g-1 (p > 0.05). 
 
3.2.2. Ostra (C. gigas) 
 Relativamente aos resultados obtidos para o meio de cultivo PCA (figura 14, letra 
C) para o tratamento C3, apenas se registou um aumento significativo do valor de 
UFC.100g-1 entre as 0h e as 12h de depuração (p < 0.05). Relativamente aos tratamentos 
C1, C2 e C4 não se registaram diferenças significativas do valor de UFC.100g-1 (p > 0.05). 
 Para os resultados obtidos para o meio de cultivo PCA 20 % (figura 14, letra D) 
para o tratamento C3, registou-se um aumento estatisticamente significativo do valor de 
UFC.100g-1 entre as 0h e as 12h de depuração (p < 0.05), seguido de uma redução 
significativa do valor de UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de depuração (p < 0.05). Para os 
restantes tratamentos C1, C2 e C4 não se registaram diferenças significativas do valor de 








3.2.3. Amêijoa (V. corrugata) 
 Relativamente aos resultados obtidos para o meio de cultivo PCA (figura 14, letra 
E) e PCA 20 % (figura 14, letra F) para os tratamentos C2 e C4 não se registaram 




Figura 14. Efeito de diferentes cargas biológicas no processo de depuração do berbigão, da ostra e da amêijoa. As 
letras A e B correspondem às contagens de UFC para o berbigão em meio PCA e PCA 20%, respetivamente. As letras C e 
D correspondem às contagens de UFC para a ostra em meio PCA e PCA 20%, respetivamente. As letras E e F 
correspondem às contagens de UFC para a amêijoa em meio PCA e PCA 20%, respetivamente. As quatro colunas 
correspondem a diferentes tempos de depuração: 0h (azul), 12h (vermelho), 24h (verde) e 48h (roxo). Os símbolos *, ◊ 
e # definem diferenças estatisticamente significativas (D.S.) entre tempo de depuração de um mesmo tratamento (* 
D.S. entre as 0h e as 12h; ◊ D.S. entre as 12h e as 24h;  # D.S. entre as 24h e as 48h). 
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3.3. Otimização da combinação de temperatura e salinidade ótimas 
3.3.1. Berbigão (C. edule) 
 Relativamente aos resultados obtidos através do meio de cultivo PCA (figura 15, 
letra A) para os tratamentos T15;S35 e 15;S30, correspondentes à combinação 15 °C com 
salinidade 35 e 15 °C com salinidade 30 respetivamente, observou-se um aumento 
significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de depuração (p < 0.05). Para os 
tratamentos T18;S35 e T21;S25, correspondentes à combinação 18 °C com salinidade 35 e 
21 °C com salinidade 25 respetivamente, observou-se um aumento significativo do valor 
de UFC.100g-1 entre as 0h e as 12h de depuração (p < 0.05), seguido de um aumento 
significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de depuração (p < 0.05). Em 
relação aos restantes tratamentos T21;S35, T18;S30, T21;S30, T15;S25 e T18;S25, 
correspondentes à combinação 21 °C e salinidade 35, 18 °C e salinidade 30, 21 °C e 
salinidade 30, 15 °C e salinidade 25 e 18 °C e salinidade 25 respetivamente, não se 
registaram diferenças significativas do valor de UFC.100g-1 (p > 0.05). 
 Para os resultados obtidos através do meio de cultivo PCA 20 % (figura 15, letra B) 
para os tratamentos T15;S35, T18;S35, T15;S30, T18;S30, T15;S25 e T18;S25, apenas se 
observou um aumento significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de 
depuração (p < 0.05). Para o tratamento T21;S35, apenas se registou um aumento 
significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 0h e as 12h de depuração (p < 0.05). Para os 
tratamentos T21;S30 e T21;S25 não se registaram diferenças significativas do valor de 
UFC.100g-1 (p > 0.05). 
 
3.3.2. Ostra (C. gigas) 
  
 Relativamente aos resultados obtidos através do meio de cultivo PCA (figura 15, 
letra C) para o tratamento T15;S35, apenas se observou uma diminuição significativa do 
valor de UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de depuração (p < 0.05). Para os restantes 
tratamentos T18;S35, T21;S35, T15;S30, T18;S30, T21;S30, T15;S25, T18;25 e T21;S25, 
apenas se observou uma redução significativa do valor de UFC.100g-1 entre as 0h e as 12h 
de depuração (p < 0.05). 
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 Relativamente aos resultados obtidos através do meio de cultivo PCA 20 % (figura 
15, letra D) para os tratamentos T15;S35, T21;S35, T18;S30, T21;S30 e T21;S25 apenas se 
observou uma diminuição significativa entre as 0h e as 12h de depuração (p < 0.05). Para 
o tratamento T18;S35, registou-se um aumento significativo do valor de UFC.100g-1 entre 
as 0h e as 12h de depuração (p < 0.05), seguido de uma dimuição significativa do valor de 
UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de depuração. Em relação aos tratamentos T15;S30, 
T15;S25 e T18;S25, registou-se uma diminuição significativa do valor de UFC.100g-1 entre 
as 0h e 12h de depuração, seguido de um aumento significativo do valor de UFC.100g-1 
entre as 12h e as 24h de depuração (p < 0.05). 
 
3.3.3. Amêijoa (V. corrugata) 
  
 Para os resultados obtidos através do meio de cultivo PCA (figura 15, letra E) para 
os tratamentos T15;S35, T18;S30, T21;S30 e T18;S25, apenas se registou um aumento 
significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 0h e as 12h de depuração (p < 0.05). Para o 
tratamento T21;S35, apenas se registou uma diminuição significativa do valor de 
UFC.100g-1 entre as 0h e as 12h de depuraçãp (p < 0.05). Relativamente aos restantes 
tratamentos T18;S35, T15;S30, T15;S25 e T21;S25 não se registaram diferenças 
significativas do valor de UFC.100g-1 (p > 0.05). 
 Relativamente aos resultados obtidos através do meio de cultivo PCA 20 % (figura 
15, letra F) para os tratamentos T15;S25 e T18;S25, apenas se observou um aumento 
significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 0h e as 12h de depuração (p < 0.05). Para os 
restantes tratamentos T15;S35, T18;S35, T21;S35, T15;S30, T18;S30, T21;S30 e T21;S25, 










Figura 15.  Efeito da combinação de diferentes valores de temperatura e salinidade no processo de depuração do 
berbigão, da ostra e da amêijoa. As letras A e B correspondem às contagens de UFC para o berbigão em meio PCA e 
PCA 20%, respetivamente. As letras C e D correspondem às contagens de UFC para a ostra em meio PCA e PCA 20%, 
respetivamente. As letras E e F correspondem às contagens de UFC para a amêijoa em meio PCA e PCA 20%, 
respetivamente. As três colunas correspondem a diferentes tempos de depuração: 0h (azul), 12h (vermelho) e 24h 
(verde). Os símbolos * e ◊ definem diferenças estatisticamente significativas (D.S.) entre tempo de depuração de um 
mesmo tratamento (* D.S. entre as 0h e as 12h; ◊ D.S. entre as 12h e as 24h). 
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3.4. Capacidade máxima de funcionamento da depuradora otimizada 
3.4.1. Berbigão (C. edule) 
 
 Para o berbigão, relativamente aos resultados obtidos através do meio de cultivo 
PCA (figura 16, letra A), para os tratamentos V1 e V3, correspondentes a 180 L com 
equipamento UV de 25 W e 180 L com equipamento UV de 55 W respetivamente, não se 
registaram diferenças significativas do valor de UFC.100g-1 (p > 0.05). Para os restantes 
tratamentos V2 e V4, correspondentes a 360 L com equipamento UV de 25 W e 360 L 
com equipamento UV de 55 W respetivamente, apenas se observou um aumento 
significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de depuração (p < 0.05). 
 Relativamente aos resultados obtidos através do meio de cultivo PCA 20 % (figura 
16, letra B) para os quatro tratamentos V1, V2, V3 e V4, apenas se observou um aumento 
significativo do valor de UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de depuração (p < 0.05).  
 
3.4.2. Ostra (C. gigas) 
 
 Para a ostra, relativamente aos resultados obtidos através do meio de cultivo PCA 
(figura 16, letra C) para o tratamento V1, apenas existiu uma redução significativa do 
valor de UFC.100g-1 entre as 12h e as 24h de depuração (p < 0.05). Para os restantes 
tratamentos V2, V3 e V4, apenas se observou uma redução significativa do valor de 
UFC.100g-1 entre as 0h e as 12h de depuração (p < 0.05). 
 Relativamente aos resultados obtidos através do meio de cultivo PCA 20 % (figura 
16, letra D) para os tratamentos V1, V2 e V3, não se registaram diferenças significativas 
do valor de UFC.100g-1 (p > 0.05). Para o tratamento V3, apenas se observou um aumento 












Figura 16. Efeito de diferentes volumes totais no processo de depuração do berbigão e da ostra. As letras A e B 
correspondem às contagens de UFC para o berbigão em meio PCA e PCA 20%, respetivamente. As letras C e D 
correspondem às contagens de UFC para a ostra em meio PCA e PCA 20%, respetivamente. Para os 4 gráficos, as 
colunas a azul definem a variação às 0h de depuração, a vermelho após 12h e a verde após 24h de depuração. Para 
todos os casos, os símbolos * ◊ definem diferenças estatisticamente significativas (D.S.) entre tempo de depuração de 


































 Este trabalho pretendeu identificar qual o melhor processo de depuração de 
moluscos bivalves, para a máxima eliminação de bactérias patogénicas ao menor custo 
possível.  
 Para monitorizar os processos de depuração procedeu-se à contagem de 
microrganismos totais usando um meio de cultura não seletivo, PCA agar. Uma vez que 
foi feita a análise do conteúdo microbiano de moluscos bivalves, organismos que vivem 
em ambiente marinho, foi também feita uma contagem de microrganismos totais com 
uso de PCA agar com 20 % NaCl, de forma a aproximar as condições de cultivo às 
características originais das amostras. No entanto, os resultados obtidos para o meio com 
NaCl não foram os melhores uma vez que foi necessário eliminar muitas réplicas pela 
impossibilidade de efetuar contagens. Por este motivo, uma diminuição do número de 
réplicas para cada tratamento implica um maior erro associado aos resultados obtidos 
pela análise dos gráficos. 
 O uso de radiação UV apresenta algumas desvantagens, nomeadamente a 
exigência de uma boa filtração física para remoção de material suspenso (Ostroumov, 
2005; Barile et al., 2009). O uso de uma filtração por escumador pode não ter sido 
suficiente para manter a eficácia do processo de filtração por radiação UV. Esta possível 
diminuição da eficácia do equipamento UV pode explicar os vários aumentos de UFC ao 
longo do processo de depuração. De forma a prevenir esta possível diminuição da eficácia 
do equipamento UV, poder-se-ia ter associado ao sistema de depuração um filtro 
mecânico que garantisse a não deposição de compostos orgânicos na lâmpada UV.  
 Os resultados obtidos pela contagem de UFC em meio PCA agar e PCA agar com 
20 % NaCl permitiram o estudo de microrganismos totais, ou seja, apenas nos permitiram 
perceber uma tendência de contaminação crescente/decrescente face ao valor inicial de 
contaminação (tempo 0h de depuração). Por este motivo, apenas podemos obter 
tendências sobre quais os métodos mais eficazes de depuração. De um modo geral, 
observou-se uma tendência positiva para a eliminação de microrganismos patogénicos já 
nas 12h de depuração, sugerindo que não é necessário o prolongamento deste processo 
por 24h ou 48h, o que pode contribuir para uma maior perda de peso e diminuição do 
valor nutricional e organolético dos moluscos depurados. A rápida redução de E. coli na 
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maioria dos processos de depuração dentro dos valores legislados confirma esta opção de 
curtos periodos de depuração (Croci et al., 2002). No entanto, tendo em conta que estes 
resultados correspondem a contagem de microrganismos totais, torna-se necessário ter 
em consideração o risco associado ao consumidor na possível permanência de 
microrganismos patogénicos. 
 Para o estudo da otimização da intensidade UV no processo de depuração, foram 
utilizados dois equipamentos distintos, um com uma lâmpada UV de 25 W e o outro 
equipamento com lâmpada UV de 55 W. De acordo com os resultados obtidos (figura 16) 
no caso do berbigão em PCA agar, facilmente se percebe que para todos os tratamentos 
existiu uma diminuição significativa do valor de UFC entre as 0h e as 12h, mas que apenas 
num dos tratamentos se obteve distinção dos valores de UFC entre as 12h e 24h (UV2 
corresponente a 6.000 µW.s/cm2). Neste sentido, é possível observar uma tendência de  
que não foi necessário um periodo superior a 12h de depuração, sugerindo como método 
mais eficiente foi o associado ao equipamento de radiação 25 W, tratamento UV3, 
correspondente a 9.000 µW.s/cm2. Já para a ostra, é possível sugerir o método de 
depuração associado ao tratamento UV3 como o mais eficiente, mas após 24h, sugerindo 
a necessidade de prolongamento do processo de depuração por mais 12h. Estes 
resultados são contraditórios a outros estudos, na medida em que foi definido como 
tratamento mais eficaz o uso de um equipamento UV de 55 W (Sunnotel et. al., 2007). No 
entanto, estes resultados sugerem que pode não ser necessário o uso de um 
equipamento energicamente mais caro para obtenção de uma depuração eficiente. 
 Foi posteriormente otimizada a densidade de estabulação, carga de moluscos 
bivalves no tanque de depuração, para as três espécies (figura 17). Neste caso é possível 
tirar uma conclusão comum às três espécies: em termos microbiológicos, valor de 
UFC.100g-1, não é possível sugerir qual o tratamento mais eficiente, uma vez que não 
existe uma redução significativa do número de UFCs para nenhum dos casos, pelo que em 
termos económicos se pode traduzir na seleção do tratamento C4, correspondente à 




 Também foi feita uma análise da combinação entre valores de temperatura e 
salinidade, dentro do intervalo de valores ótimos para cada espécie e de acordo com as 
condições usadas por entidades depuradoras. Neste sentido, seria de esperar que 
temperaturas mais elevadas, neste caso 21 °C, fossem mais eficientes na eliminação de 
microrganismos patogénicos (Loosanoff 1958; Brock et al., 1986), o que associado ao 
fator econónimo se torna mais rentável, pois torna-se desnecessário o uso de 
equipamentos de refrigeração da água. De acordo com os resultados obtidos (figura 18) 
podemos aferir para as três espécies que, de um modo geral, as 24h de depuração se 
mostraram desnecessárias. No caso específico do berbigão, uma vez mais não é possivel 
sugerir qual o método através do qual existiu uma redução significativa do valor de 
UFC.100g-1, podemos comparar os resultados com a temperatura 21 °C, e sugerir a 
combinação T21;S30, correspondente à combinação 21 °C com salinidade 30. Para a ostra 
é possível observar diferenças significativas entre as 0h e as 12h de depuração, em que 
uma vez mais o tratamento T21;S30 se apresenta mais eficiente, o que não vai de 
encontro aos resultados de (Chae et. al., 2009), em que a combinação de salinidade com 
temperatura 15 °C se provou mais eficiente. Relativamente ao que aconteceu para a 
amêijoa, onde apenas se estudou a variação entre as 0h e as 12h de depuração, é possível 
observar que a diferença mais significativa do valor de  UFC.100g-1 se encontra associada 
ao tratamento T21;S35, correspondente à combinação 21 °C com salinidade 35. 
 Uma vez que uma parte dos objetivos reside em tentar associar o menor custo à 
maior eliminação de microrganismos patogénicos, foi também estudada a eficácia do 
sistema de depuração otimizado com o tanque meio cheio, 90 L, e com um volume 
máximo de água, 180 L. De forma a estudar o comportamento para todos os 
equipamentos, realizou-se esta variação associada aos dois equipamentos de UV, UV 25 
W e UV 55 W. Através da análise dos gráficos (figura 19) para o berbigão não se consegue 
obter um tratamento claramente mais eficiente do que os outros, pelo que se sugere o 
método mais rentável, V2 – 180 L com UV 25 W, como o valor otimizado do volume. 
Relativamente  ao que aconteceu para a ostra, é possível considerar a opção V2 unânime 
para as duas espécies. 
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 Uma vez que existem cada vez mais estudos que comprovam a eficácia na 
depuração de moluscos bivalves a temperaturas mais elevadas (Polo et al., 2014) bem 
como a necessidade de aproximar as características da água de depuração às condições 
ambientais onde a espécie reside (Albuquerque et al., 2012), torna-se essencial a 
continuação de estudos deste tipo para outras espécies. Desta forma será possível saber 
qual a combinação de fatores ótima para cada espécie de molusco bivalve, para uma 
depuração mais eficiente. 
 De acordo com os critérios descritos na legislação portuguesa para o processo de 
depuração de moluscos bivalves, foi realizado um estudo para a presença de E. coli, o 
bioindicador de contaminação fecal. Mas tal como descrito por vários estudos, a ausência 
desta bactéria nem sempre está associada à ausência de outras bactérias, como 
Salmonella spp. ou Vibrio spp. (Girones et al., 2010; Carraro et al., 2015) o que a torna 
também ineficaz na avaliação da eficácia do processo de depuração (Croci et al., 2002). 
 Neste sentido, para além da presença de E. coli, também foi estudada a presença 
de outras duas bactérias, Salmonella spp. e Vibrio spp. No entanto, não foi possível obter 
nenhum resultado positivo da presença destas bactérias, quer nos moluscos bivalves 
utilizados nas experiências de otimização, quer no ensaio com moluscos bivalves do 
mercado. Uma vez que se obteve ausência destas bactérias em ambas as situações, pode-
se confirmar que este método de depuração cumpriu com os parâmetros legais para 
consumo humano. 
 Estas experiências foram realizadas ao longo de um periodo de 6 meses, de 
setembro a fevereiro (por razões logísticas associadas ao projeto Depurplus), que 
correspondeu a um inverno atípico com ausência de enxurradas, fator este que potencia 
a contaminação por parte de E. coli (Campos et al., 2013).  
 Este periodo de apenas 6 meses também pode explicar a ausência das outras duas 
espécies, Salmonella spp. e Vibrio spp., pois a comunidade bacteriana em geral apresenta 
sazonalidade, o que exige que estes estudos sejam feitos ao longo de pelo menos 1 ano, 
de modo a obter resultados conclusivos (Pereira, 2009; Matias, 2013). 
 Apesar de não se ter obtido crescimento para Salmonella spp., Vibrio spp. e E. coli 
é preciso ter em conta que, apesar do uso de meios enriquecidos e específicos, a sua 
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concentração pode ser muito baixa e não produzir crescimento, no entanto esta 
concentração já pode ser suficiente para causar infeções (Girones et al., 2010). 
  Através deste trabalho foi possível obter valores ótimos para os vários 
parâmetros do processo de depuração, no entanto ainda existe uma falta de estudos 
considerável nesta área, pelo que a otimização deste processo para mais espécies, bem 
como a aplicação de medidas de regulamentação a nível industrial tornam-se urgentes.  
 Visto que aos consumidores devem chegar produtos alimentares frescos, 
saborosos e saudáveis, torna-se um desafio a regulação microbiológica de controlo 
efetivo, sem que haja necessidade de aumentar os custos ou reduzir o sabor e valor 
nutricional dos alimentos (Havelaar et. al., 2010). De modo a proteger os consumidores 
de infeções bacterianas, seria vantajoso não só a promoção de campanhas para 
informação pública dos cuidados a ter na conservação e consumo de moluscos bivalves, 
mas acima de tudo estabelecer controlos de rotina na identificação direta de 
microrganismos patogénicos (Croci et. al, 2002). 
 Com um maior controlo na qualidade dos moluscos bivalves, torna-se exequível 
reduzir os problemas de saúde associados ao seu consumo, representando uma 
significativa redução de gastos neste sector.  
 A otimização deste processo contribui sem dúvida para a contenção de gastos no 
processo de depuração, não só pela redução do tempo de depuração para 12h, como 
também na utilização de um equipamento UV de 25 W, mais eficiente em termos 
energéticos que o uso de uma lâmpada de 55 W. A existência de resultados conclusivos 
para a densidade de estabulação permitiu também sugerir o tratamento de maior carga 
biológica como o mais eficiente. Para além disto, os resultados satiafatórios associados a 
temperaturas mais elevadas, 21 ºC, permitiu sugerir uma redução de custos na 
refrigeração da água de depuração. 
 Como conclusão, este estudo também permitiu uma vez mais confirmar a não 
fiabilidade do uso de E. coli como método de avaliação da qualidade deste processo, uma 
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Anexo I. Valores relativos às ANOVAs efetuadas 
 Encontram-se abaixo os valores para graus de liberdade, valor de F e valor de p 
















PCA (6, 68) 6.831 p < 0.05 
PCA 20% (6, 45) 14.473 p < 0.05 
Carga 
PCA (9, 80) 13.625 p < 0.05 
PCA 20% (9, 77) 4.781 p < 0.005 
Volume 
PCA (6, 58) 13.111 p < 0.005 
PCA 20% (6, 54) 27.306 p < 0.005 
Temperatura 
e salinidade 
PCA (8, 146) 97.394 p < 0.005 





PCA (6, 51) 12.486 p < 0.005 
PCA 20% (6, 52) 7.914 p < 0.005 
Carga 
PCA (6, 55) 6.139 p < 0.005 
PCA 20% (6, 46) 6.338 p < 0.005 
Volume 
PCA (6, 52) 15.513 p < 0.005 
PCA 20% (6, 47) 6.935 p < 0.005 
Temperatura 
e salinidade 
PCA (8, 123) 9.178 p < 0.005 









PCA (1, 19) 0.223 p = 0.6422 







PCA (4, 69) 127.651 p < 0.005 
PCA 20% (4, 39) 11.630 p < 0.005 
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Anexo II. Tabela com informação comercial das amostras de controlo de mercado 
 
Amostra Nome comum Nome científico Depuradora Lote Data de 
embalamento 





Aki-D’el-Mar S8934 27-04-2016 Estuário do Sado Continente B 
2 Berbigão Cerastoderma 
edule 
Âncora-Mar 20716 27-04-2016 Ria de Aveiro Pingo-Doce B 
3 Berbigão Cerastoderma 
edule 
Âncora-Mar 20516 25-04-2016 Ria de Aveiro Pingo-Doce B 
4 Ameijoa boa Ruditapes 
decussatus 
Aki-D’el-Mar 02323 26-04-2016 Tunísia aquicultura Continente B 












Âncora-Mar 38416 26-04-2016 Estuário do Sado – 







Âncora-Mar 38416 25-04-2016 Estuário do Sado – 
Canal de Alcácer 
Jumbo Sem 
informação 




15/060194 27-04-2016 Portugal Continente Sem 
informação 
9 Longueirão Solen spp. Companhia 
Pescarias do 
Algarve 
L112802NP 27-04-2016 Sem informação Continente Sem 
informação 
10 Ameijoa cão Venerupis aurea Formosa 
“Depuradora 
do Povo” 

















12 Longueirão Ensis spp. Formosa 
“Depuradora 
do Povo” 
13.262677OLH5 28-04-2016 Ria Formosa 
(Algarve) 
Depuradora do 
Povo 
Sem 
informação 
 
